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本論文は，大腸菌および好熱菌 Bacillus stearothermophilus SIC1 株における酸素障害とスーパーオキシドジスム
ターゼ (SOD) の諸性質について検討したものである。
第 1 章では，化学的変異処理法によって好気条件下で生育不能となった変異株を多数取得し，このうち 2 株 (no.34
株と no.58 株)がMn-SOD 欠損株であることを明らかにしている o No.34 株は Mn-SOD 構造遺伝子に異変が生じた
変異株， no.58 株は Mn-SOD リプレッサーの過剰生産株であると考察している O これら 2 株は好気条件下で栄養要求
性を示し， no.34 株の形質を相補する遺伝子をクローニングし，イソロイシン，ロイシン，パリン生合成酵素で， 02
感受性酵素である α ， βージヒドロキシイソバリレートデヒドラターゼがコードされていることを明らかにしている。
第 2 章では， no.34 株由来変異型 Mn-SOD (M') の解析を行っている o M' を精製し，分子量を測定し， M' は 2 量
体酵素であることを明らかにしているO また~v1'の変異は Glu24Lys および Asp105Asn であることを M' 構造遺伝子
の塩基配列決定により明らかにしているO
第 3 章では，部位特異的変異操作法を用いて 02 耐性変異 α ， βージヒドロキシイソパリレートデヒドラターゼの
取得を試みている o Cys189Ser 変異酵素および Cys192Ser 変異酵素ともに活性が低下し，これらシステイン残基が
[4 Fe -4 SJ クラスターに関与していることを明らかにしているO さらに 02一耐性変異酵素の取得に成功している O
第 4 章では，大腸菌 SOD 遺伝子 (sodA ， sodB) の発現制御機構の解析とこれらを用いた人為的発現制御可能なベ
クターへの応用を試みている。 sodB の発現が酸素および鉄特異的キレート剤によって転写段階で制御されることを
明らかにしている O また sodA の発現が酸素によって転写段階で誘導されることを明らかにし，また翻訳段階でも制
御されていることを考察している o sodA プロモーターを用いて外来タンパク質の大量生産に成功しているO
第 5 章では ， B. stearothermophilus SIC1 由来の SODを精製し，本菌には 1 種類の SOD しか存在せず，本酵素が
2 量体 Mn-SOD であることを明らかにしている。さらに本酵素の構造遺伝子 (sodS) の塩基配列を決定している。
本菌のMn-SODアミノ酸配列はすでに報告されている B. stearothermophilus ATCC12980 由来 Mn-SOD のアミノ酸
配列と 97.5%の相向性を有していることを明らかにしているO
第 6 章では ， B. stearothermophilus SIC1 の染色体 DNA から，原核生物由来 SOD アミノ酸配列と相同性の高いタ
ンパク質をコードしている DNA 領域 (znbT) をクローニングしている。 ZnbT を大腸菌で大量発現させて精製し，
微弱 SOD 活性が存在していることを明らかにしている。さらに Mn-SOD および Fe-SOD では有しない多量の Zn と
431 -
結合する活性が ZnbT で検出され， ZnbT が SOD の起源にあたるタンパク質である可能性について論じている。
論文審査の結果の要旨
本論文は，大腸菌および好熱菌におけるスーパーオキシドジスムターゼ (SOD) の役割を解析するために，大腸菌
酸素感受性変異株の取得および大腸菌ならびに好熱菌由来の SOD 構造遺伝子のクローニングを行っている。宿主と
して大腸菌，枯草菌および好熱菌を用いて SOD の大量生産に成功しているO また，新規 SOD 様タンパク質構造遺伝
子 (znbT) を取得すると共に， ZnbT を精製し，本タンパク質が亜鉛結合タンパク質であることを明らかにしている。
さらに，タンパク質工学的手法を用いて酸素耐性変異酵素の取得ならびに酸素による人為的発現制御可能なベクター
の開発に成功している。これらの成果を要約すると以下のようになる。
(1) 大腸菌において SOD 活性の減少は好気条件下での生育に障害を生じさせることを明らかにしている。この障害
は 02 による障害であり， α ， βージヒドロキシイソパリレートデヒドラターゼが 02- で不活化されていることを
考察している O
(2) 変異型酵素の諸性質および野生型酵素との違いを検討する手法として， その構造遺伝子をクローニングして塩
基配列を決定し， 変異酵素のアミノ酸配列を推定することが有効であることを示しているO 実際に変異 Mn-SOD
の変異部位を同定し， 変異酵素の性質の変化について論じている。
(3) 02一感受性酵素の酸化部位である活性中心をタンパク質工学的手法によりアミノ酸置換し，酵素活性の低下を
ともなうが， 02 耐性酵素に変化させることが可能であることを示しているO
(4) sodB の発現が酸素および鉄キレート剤によって抑制されていることを示している。また sodA の発現が酸素に
よって転写段階で誘導されることを確認し この発現制御系を用いて酸素による人為的発現制御可能なベクターと
して応用できることを示している。
(5) SOD の大量発現は微生物に障害を与えることを示し，細胞内の SOD 活性は微妙に制御される必要があることを
考察している O
(6) 微弱な SOD 活性しか有しない SOD 様タンパク質をコードしている znbT をクローニングしている。 ZnbT は多
量の亜鉛と結合する金属結合タンパク質であることを明らかにし，微弱な SOD 活性は本タンパク質にマンガンあ
るいは鉄が結合しているためであることを明らかにしているO さらに本タンパク質が SOD の起源に相当するタン
ノマク質であると考察している O
以上のように，本論文は生物が酸素存在下で生育する上で必要な SOD の役割や新規 SOD 様タンパク質について論
じると共に ， sodA 発現制御系を用いた人為的発現制御可能なベクターの開発に成功しており，醗酵工学に貢献する
ところが大きい。よって本論文は博士論文として価値あるものと認めるO
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